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GLOSARIO

ACEITES ESENCIALES: son el producto final del metabolismo secundario de las
plantas aromaticas, son mezclas complejas de compuestos alifaticos,
monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos?.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA: es la capacidad de combatir microorganismos o
de evitar su aparicion?.

CANDIDIASIS: es una micosis o infeccion causada por Candida sp, un tipo de
hongo microscopico o levadura que habita normalmente en la boca, intestino y
piel>4,

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI): es la concentracion mas baja de
un compuesto antimicrobial que inhibe total o parcialmente el crecimiento de un
microorganismo tras la incubacion®.

ENDEMICO: propio y exclusivo de determinadas localidades o regiones®.
ENDOCARDIO: membrana serosa que tapiza las cavidades del corazén®.
ENDOCARDITIS: inflamacién aguda o crénica del endocardio®.

ESTOMATITIS: inflamacién de la mucosa bucal’.

GLOSITIS ROMBOIDAL MEDIA (GRM): alteracion beningna que afecta
principalmente a varones y consiste en un area rojiza, romboidal, plana como una
macula®.

INMUNOSUPRIMIDO: anulacién de la respuesta inmunitaria de un organismo®.
NOSOCOMIAL: son infecciones adquiridas durante la estancia en un hospital y
gue no estaban presentes ni en el periodo de incubacion ni en el momento del

ingreso del paciente®.

SHOCK TOXICO: es un sindrome multiorganico producido por toxinas
estafilococicas®.

SIMBIONTES: individuos de diferentes especies, asociados de manera estrecha y
persistente para beneficio de al menos uno de ellos?°.



RESUMEN

Se obtuvieron lo aceites esenciales de las plantas medicinales y arométicas de
Anis (Pimpinella anisum), Salvia (Salvia officinalis), Naranja (Citrus sinensis),
Cidron (Aloysia citriodora), Geranio (Pelargonium odoratissimum), Ruda (Ruta
graveolens), Poleo (Hyptis suaveolens), Mandarina (Citrus reticulata), Hinojo
(Foeniculum vulgare) y Limonaria (Cymbopogon citratus), empleando el método de
hidrodestilacion asistida por microondas. En general, los rendimientos de
extraccion fueron bajos, entre un 0,08 y un 0,85% para las plantas estudiadas.

Se obtuvieron los perfiles cromatégraficos (corrientes totales reconstruidas) de los
aceites estudiados mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas, los principales componentes mayoritarios presentes en las muestras
de acuerdo con los porcentajes de areas relativas son: limoneno 89,4%(C.
sinensis), trans anetol 70,3 — 85,7% (F. vulgare y P. anisum), ledol 53% (S.
officinalis), geranial 39,8% (C. citratus), 2-nonanona 35,3% y 2-undecadona 34,8%
presentes en R. graveolens, y citronelol 24,7% (P. odoratissimum).

Se evalud la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales mediante el
método de microdilucién en placa con el fin de obtener la concentracion minima
inhibitoria (MIC) frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) y Candida albicans (ATCC 60193). En el caso del S.
aureus, el aceite esencial de cidron presentd la mejor actividad antimicrobiana con
una MIC y CBM de 7500 pg/ml, seguido por la limonaria con una MIC de 11671
pg/ml y una CBM de 15006 pg/ml. Para la C. albicans, el aceite de limonaria
presentd una MIC de 15006 pg/ml y una CFM de 10004 pg/ml, seguido por el
aceite esencial de mandarina con una MIC de 15007 pg/mly CFM 12506 pg/ml.
Para el E. faecalis, ninguno de los aceites evaluados presentdé actividad
antimicrobiana.

PALABRAS CLAVE: Aceites esenciales, actividad antimicrobiana, S. aureus, E.
faecalis, C. albicans, Verbenaceae, Lamiaceae, Rutaceae, Geraniaceae, Poaceae,
Apiaceae, microdilucién en placa, MIC.



ABSTRACT

The essential oils of medicinal and aromatic plants Anise (Pimpinella anisum),
salvia (Salvia officinalis), orange (Citrus sinensis), Cidréon (Aloysia citrodora),
geranium (Pelargonium odoratissimum), Ruda (Ruta graveolens), Poleo (Hyptis
suaveolens), Mandarin (Citrus reticulata), Fennel (Foeniculum vulgare) and lemon
grass (Cymbopogon citratus), using the method of microwave-assisted
hydrodistillation. In general, the extraction yields were low, between 0.08 and
0.85% for the plants studied.

The chromatographic profiles (total current reconstructed) oils studied by gas
chromatography-mass spectrometry and major constituent present in the samples
according to the relative area percentages are obtained 89.4% limonene (C.
sinensis), trans anethole 70.3 to 85.7% (F. vulgare and P. anisum), ledol 53% (S.
officinalis), geranialdehyde 39.8% (C. citratus), 2-nonanone 35.3% and 2-
undecadona 34.8% present in R. graveolens, and citronellol 24.7% (P.
odoratissimum).

The antimicrobial activity of essential oils was evaluated by the method of
microdilution plate in order to obtain the minimum inhibitory concentration (MIC)
against Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC
29212) and Candida albicans (ATCC 60193) . In the case of S. aureus, the
essential oil of Cidrén it presented the best antimicrobial activity with MIC and MBC
of 7500 ug / ml, followed by lemongrass with a MIC of 11671 ug / ml and an MBC
of 15006 ug / ml. For C. albicans, lemongrass oil presented a MIC of 15006 ug / ml
and 10004 CFM ug / ml, followed by the essential oil of tangerine with a MIC of
15007 ug / ml and CFM 12506 ug / ml. For E. faecalis, any of the oils tested
showed antimicrobial activity.

KEYWORDS: Essential oils, antimicrobial activity, S. aureus, E. faecalis, C.
albicans, Verbenaceae, Lamiaceae, Rutaceae, Geraniaceae, Poaceae, Apiaceae,
microdilution plate, MIC.



INTRODUCCION

Desde tiempo atras las plantas han sido utilizadas de manera empirica en el
tratamiento de diversas dolencias, ain con desconocimiento de su composicion o
el funcionamiento de sus principios activos. Con el paso del tiempo, surgi6 interés
por las propiedades que presentaban estas y se iniciaron estudios cientificos con
el fin de determinar la razén de su actuar; como consecuencia de los resultados
encontrados, la industria farmacéutica optd por sintetizar algunas de las moléculas
encontradas en sus estudios y que presentaban propiedades curativas.

La aparicion de cepas resistentes, como Staphylococcus aureus
meticilinoresistente, y el uso excesivo de farmacos o su uso inadecuado, ha hecho
necesario fortalecer la investigacibn en el desarrollo de nuevos compuestos
antimicrobianos de origen natural, dentro de los cuales se cuentan los aceites
esenciales, cuya actividad biolégica se conoce desde tiempos ancestrales'!

Como consecuencias de lo anterior, nuevamente la industria farmacéutica ha
buscado soluciones alternativas para el tratamiento de las enfermedades e
infecciones que ya no es posible tratar por los métodos convencionales, por esto
se ha retomado el estudio de diferentes compuestos de origen natural, como los
aceites esenciales de diversas plantas, para encontrar componentes que puedan
ser Utiles en los tratamientos.

Los aceites esenciales estan constituidos por una mezcla numerosa de
compuestos aislados de las plantas arométicas. Actualmente se conocen
alrededor de 3000 aceites esenciales de los cuales unos 300 tienen interés
comercial, especialmente en las areas farmaceéuticas, alimentos, cosmética y
productos de aseo. Estos productos naturales son reconocidos por presentar
diversas actividades bioldgicas, como por ejemplo: antibacterial, antiviral, anti-
inflamatoria, antifangica, anitmutagénica, anticarcinogénica, antioxidante, entre
otras'213,

Consecuentemente, el estudio de las actividades bioldgicas de los aceites
esenciales se ha incrementado debido a la busqueda de una alternativa
farmacéutica segura y natural. En cuanto a la actividad antimicrobial ha sido
ampliamente estudiada en los ultimos afos, siendo su mayor aplicacion como
sustituyentes de los compuestos sintéticos empleados como aditivos para
alimentos12.13,



La actividad antimicrobiana se entiende como la capacidad que tiene un agente o
sustancia, en este caso en especifico los aceites esenciales, de inhibir el
crecimiento de diferentes microorganismos como lo son las bacterias y los hongos.
En los dltimos afios, se ha estudiado el efecto de algunos componentes de los
aceites esenciales sobre cientos de microorganismos y se han encontrado
resultados favorables, aun asi, el accionar de los compuestos no es muy claro,
puesto que son pocos los estudios direccionados a la actividad de los mismos y su
mecanismo de accion#17,

El objetivo de este trabajo consistié en evaluar la actividad antimicrobiana de diez
aceites esenciales pertenecientes a plantas de las familias Verbenaceae,
Lamiaceae, Rutaceae, Geraniacea, Apiaceae y Poaceae, frente a los
microorganismos de E. faecalis, S. aureus y C. albicans, empleando el método de
microdilucion en placa, con el fin de obtener el Clso y el Clgo para cada uno de los
aceites evaluados.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las bacterias se dividen en dos grupos: Gram positivas y Gram negativas. Dentro
de las Gram positivas se encuentran Staphylococcus aureus y Enterococcus
faecalis, microorganismos endémicos del cuerpo y nosocomiales; presentandose
hasta en un 60% de las infecciones del torrente sanguineo y de manera adicional,
la preocupacién aumenta debido a la farmaco resistencia que han desarrollado®®°.

Los microorganismos patdogenos como la C. albicans, E. faecalis y S. aureus, son
causantes de varios problemas de salud como la candidiasis, el sindrome de
shock toxico y la inflamacién del endocardio (endocarditis) cuyos casos se
presentan en un 50% debido a los estreptococos, un 15% al 30% por S. aureus, y
en menor porcentaje por enterococos y levaduras3+.

La cavidad oral (entre otras zonas corporales) retne las condiciones idoneas para
el crecimiento de microorganismos endémicos como C. albicans, E. faecalis y S.
aureus, que ante alteraciones del sistema inmunoldgico o del medio, producen
reacciones adversas por su proliferacion, de esta manera, estos patdgenos se
convierten en un foco productor de infecciones probleméaticas a la hora de realizar
distintos procedimientos odontolégicos?®.

Los hongos pueden adoptar diversos estilos de vida en la naturaleza, entre ellos,
como simbiontes o parasitosi®. Dentro de las levaduras de interés clinico se
encuentra la Candida, responsable de la candidemia, en paises desarrollados es
considerada la cuarta causa mas comun de infecciones nosocomiales en torrente
sanguineo; asi, la candidiasis invasiva se le atribuye una tasa de mortalidad de
hasta el 47%%°. A pesar de la cantidad de compuestos antifingicos disponibles
como la nistatina y azoles topicos, se presentan fendmenos de susceptibilidad
variable20.21,

Recientemente, la aceptacion de la medicina tradicional como una forma
alternativa del cuidado de la salud y considerando el desarrollo de la resistencia
microbiana a los antibioticos disponibles, motiva a los investigadores a evaluar la
actividad antimicrobiana de los productos naturales aislados de las plantas
medicinales, los cuales, también ganan terreno en la aplicacién en las industrias
de alimentos, cosmética y farmacéutica, lo que sugiere que el estudio sistematico
de estos es muy importante.
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Se plantea en este trabajo la evaluacion de la actividad antimicrobiana los aceites
esenciales de las plantas Anis (Pimpinella anisum), salvia (Salvia officinalis),
naranja (Citrus sinensis), cidron (Aloysia citriodora), geranio (Pelargonium
odoratissimum), ruda (Ruta graveolens), poleo (Hyptis suaveolens), mandarina
(Citrus reticulata), hinojo (Foeniculum vulgare) y limonaria (Cymbopogon citratus),
frente a microorganismos patdgenos como C. albicans, E. faecalisy S. aureus.
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2. JUSTIFICACION

En la busqueda constante de soluciones para las enfermedades ocasionadas por
patdgenos que afectan el organismo, el ser humano se ha visto envuelto en el uso
indiscriminado de compuestos encargados de inhibir el desarrollo de
microorganismos, algunos ejemplos son los derivados azdlicos, betalactamicos,
aminoglucosidos, fluoroquinolonas, entre otros; pero esta situacion ha conllevado
a dos problematicas; que los compuestos presentan efectos secundarios como
malestares leves, hasta toxicidad hepética; y el desarrollo de microorganismos
tolerantes a la farmacocinética de dichos medicamentos, dificultando su
tratamiento?2 23, por estas razones se buscan nuevas opciones en los productos
naturales que reemplacen los compuestos sintéticos.

Asimismo, los aceites esenciales procedentes de las plantas aromaticas,
presentan posibles soluciones para las problematicas referidas anteriormente, en
especial por ser de uso comun y su cultivo esta presente en muchas regiones del
mundo; de esta manera se aprovechan los principios de la quimica verde, donde
se trabaja para desarrollar productos eficaces y no téxicos o dafinos para el ser
humano y/o su medio ambiente.

En este trabajo se evalué la actividad antimicrobiana de aceites esenciales
obtenidos de algunas plantas aromaticas de uso cotidiano dentro de la poblacion
como el Anis (Pimpinella anisum), Salvia negra (Salvia officinalis), Naranja (Citrus
sinensis), Cidron (Aloysia citriodora), Geranio (Pelargonium odoratissimum), Ruda
(Ruta graveolens), Poleo (Hyptis suaveolens), Mandarina (Citrus reticulata), Hinojo
(Foeniculum vulgare) y Limonaria (Cymbopogon citratus), frente a la C. albicans,
E. faecalis y S. aureus responsables de enfermedades infecciosas (El) que
afectan la salud oral (y mucosas en general) como la candidiasis y endocarditis.

13



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales de plantas
de las familias Verbenacea, Lamiaceae, Rutaceae, Geraniaceae, Apiaceae Yy
Poaceae, frente a C. albicans, E. faecalis y S. aureus, empleando el método de
microdilucién en placa y analisis en software especializado para obtener MIC; y
posteriormente determinar Clso y Cloo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener los AEs en estado fresco de las plantas Pimpinella anisum, Salvia
officinalis, Citrus sinensis, Aloysia citriodora, Pelargonium odoratissimum,
Ruta graveolens, Hyptis suaveolens, Citrus reticulata, Foeniculum vulgare y
Cymbopogon citratus, empleando el método de hidrodestilacion asistida por
microondas.

e Determinar la composicién quimica de los aceites esenciales bajo estudio
empleando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM).

e Determinar la concentracién minima inhibitoria (MIC —y Clso y Clgo-) de los
aceites esenciales bajo estudio frente a C. albicans, E. faecalis y E. aureus,
mediante el método de microdilucién en placa empleando el equipo lector
de placas de Elisa.

e Comparar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales vs cuatro
compuestos comerciales (vancomicina, ampicilina, itraconazol, fluconazol)
empleados para evaluar la resistencia de C. albicans, E. faecalis y S.
aureus.
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4. MARCO TEORICO

La investigacion de compuestos de origen natural ha tomado fuerza en los ultimos
afos debido a la busqueda de nuevas estructuras con actividad bioldgica que
puedan ser empleadas en la industria farmacéutica como alternativa para
tratamientos contra microorganismos patégenos?4.

Durante muchos afos, el uso de las plantas ha sido inspiracion para crear
medicamentos novedosos, puesto que el uso indiscriminado de farmacos ha
contribuido en el desarrollo de mecanismos de tolerancia de microorganismos2>.
Adicionalmente, esta la preocupacion por los efectos secundarios que producen
los antibiéticos, que van desde leves malestares, hasta la muerte23-27

La actividad antimicrobiana es la capacidad de inhibir el desarrollo de un
microorganismo, esta inhibicion por parte de dicha actividad se obtiene por una
amplia variedad de compuestos como los fenoles naturales (carvacol, eugenol y
timol). La actividad antibacterial es la propiedad que tienen algunos compuestos
de inhibir el crecimiento de los patégenos de origen bacteriano, como el acido
benzoico, el benzaldehido y el acido cinamico26:27,

En el caso de la actividad antifingica existen sustancias quimicas que afectan la
membrana celular de los hongos lo que puede impedir el crecimiento de estos, un
ejemplo de ello es el caso de la formacion de radicales libres del tiocianato
reactivo?6:27,

Con el estudio de la actividad antimicrobiana de los AEs, se han adoptado
técnicas para detectar y/o evaluar su potencial frente a diferentes
microorganismos. Asi, las técnicas de deteccién que se emplean con frecuencia
son las de dilucion y difusién; la primera se considera un método cuantitativo y la
segunda cualitativo, puesto que solo indica la presencia o ausencia de una
sustancia antimicrobiana®l.

Después de las técnicas de deteccidn, se presentan las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana (Antimicrobial Susceptibility Testing —AST-), las cuales se emplean
para determinar la sensibilidad a los agentes antimicrobianos o para detectar
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cepas resistentes?®, Al evaluar compuestos de origen natural, se emplean las AST
para establecer la eficacia que puedan tener contra patégenos. Al igual que las
técnicas de deteccion, las AST pueden ser clasificadas en métodos de difusién
(como difusion en agar y bioautobiografia) y dilucion (como microdilucién en caldo
y dilucion en agar)?429,

Una de las aplicaciones adicionales de las AST, es la de establecer que tan alto es
el potencial de un antimicrobiano ante un microorganismo, mediante la busqueda
de su concentraciébn minima inhibitoria (Minimum Inhibitory Concentration —MIC-).
La MIC es la concentracion mas baja de un antimicrobiano, que es capaz de
inhibir el crecimiento de un microorganismo; los resultados que se obtienen, se
miden de manera cuantitativa (ug/ml) y se realiza interpretacion cualitativa segun
los valores que resulten y se clasifican en: susceptible (S), intermedio (I),
resistente (R), dosis sensible dependiente (SD) o no interpretado (NI)30:31,

La MIC puede ser determinada en placas de crecimiento de medio sélido o en
métodos de dilucion en caldo. La dilucion en caldo se realiza mediante la siembra
de dosis idénticas de bacterias en multiples pozos que contienen concentraciones
de un farmaco; estas siembras pueden ser realizadas en un lector de microplacas
ELISA (Enzyme- Linked Immunosorbent Assay)32.

4.1. ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN VEGETAL

La mayoria de los estudios disponibles en literatura relacionados con
antimicrobianos derivados de plantas involucran ademas la actividad antioxidante
de hierbas, especias y sus compuestos, los cuales han sido empleados desde la
antigiedad como saborizantes y conservantes de alimentos y en la medicina
tradicionalss.

Los aceites esenciales o quinta esencia son los responsables de la fragancia de
las plantas. Estos aceites son metabolitos secundarios altamente enriquecidos en
compuestos con estructura de isopreno (Figura 1). Estos compuestos se conocen
como terpenos, su formula molecular es CioHis. Se presentan como diterpenos,
triterpenos y tetraterpenos (Czo, Cso, ¥ Ca0), como también hemiterpenos (Cs) vy
sesquiterpenos (Cis). Cuando estos compuestos contienen oxigeno dentro de su
estructura reciben el nombre de terpenoides34.
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Otros metabolitos secundarios presentes en las plantas son los fenoles o sus
sustituyentes derivados como acidos fendlicos, quinonas, saponinas, flavonoides,
taninos, cumarinas, terpenoides y alcaloides. Las variaciones en la configuracion
estructural y la composicién quimica de estos compuestos favorecen los diferentes
modos de accion en su actividad biologica.

Figura 1 Compuestos con estructura de isopropeno33
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La accién inhibitoria de los compuestos naturales en este caso de algunos aceites
esenciales se atribuye a la presencia del grupo hidroxilo (-OH) de los compuestos
fenolicos, ya que estos pueden interactuar con la membrana celular de las
bacterias ocasionando ruptura de la misma. Un ejemplo de estos compuestos y
su actividad antimicrobiana son el timol y carvacrol. Los grupos hidroxilo
promueven la deslocalizacion de los electrones que actian como
intercambiadores de protones y reducen el gradiente a través de la membrana
citoplasmatica de las células bacterianas, ocasionando su muerte33,

Los terpenos o terpenoides son activos contra microorganismos tipo bacteria,
fungi, virus y protozoo. En 1977, Cowan reportdé que el 60% de derivados de
aceites esenciales (como los fenoles hidroxilados) evaluados a la fecha,
presentaron inhibicion a fungi y 30% a bacterias34.
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En el desarrollo de este trabajo se evalu6 la actividad antimicrobiana de aceites
esenciales obtenidos de las siguientes especies vegetales, clasificadas de
acuerdo con la familia a la cual pertenecen:

e Lamiaceae (Hyptis suaveolens, Salvia offici nalis) muchas de las especies
pertenecientes a esta familia son importantes economicamente como
ornamentales, especias, perfumes, farmacologia y en la medicina
tradicional; sus AEs se conocen por propiedades antigripales, antipiréticas,
antiespasmadicas, antidiarreicas, antibacterianas, entre otrass°-36.

¢ Rutaceae (Ruta graveolens, Citrus sinensis, Citrus reticulata) es una familia
frecuente en la industria farmacéutica, alimentaria y en la ornamental. De
sus AEs se han aislado, principalmente, alcaloides, cumarinas y algunos
tipos de lignanos; estas caracteristicas dan paso a una amplia variedad de
actividades bioldgicas. Entre sus estudios, se frecuentan aquellos para el
desarrollo de farmacos para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, afecciones endocrinolégicas y el cancer, entre otrasd’.

e Verbenaceae (Aloysia citridora) son especies que poseen diversos usos
gque dan interés econdmico como en la gastronomia y la medicina
tradicional, donde es usada en infusiones; sus AEs poseen actividad
antimicrobiana, antiplasmodia y efectos de relajacion muscular38

e Geraniaceae (Pelargonium odoratissimum) son especies cultivadas para
usos ornamentales y de perfumeria; se emplea como astringente y como
regulador de la presién arterial en la medicina populars®.

e Poaceae (Cymbopogon citratus) son una familia importante en la economia
y ecologia; algunas de sus especies proporcionan cereales y es la mayor
parte del azdcar mundial. Algunas se emplean en la industria alimentaria,
en perfumeria, en la fabricacibn de bebidas, entre muchas otras. Se
conocen propiedades diuréticas40:41,

e Apiaceae: (Pimpinella anisum, Foeniculum vulgare) esta familia es
cultivada por su importancia en la industria alimentaria y farmaceutica*2.
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4.2. COMPUESTOS SINTETICOS EMPLEADOS EN EL CONTROL DE C.
albicans, S. aureus y E. faecalis.

Los microorganismos se clasifican en cuatro grupos principales: virus, parasitos,
hongos y bacterias, cada uno con caracteristicas especificas o Unicas, como la
inmunidad, resistencia, reproduccién, etc; que ayudan a determinar su
clasificacion, estos grupos poseen microorganismos patdégenos que invaden y se
multiplican en el huésped y son causantes de enfermedades infecciosas, debido a
su capacidad de disminuir o suprimir el sistema inmunolégico de este?.

Debido a las distintas enfermedades producto de los patégenos, con el paso del
tiempo surgieron diversos compuestos sintéticos empleados en el tratamiento de
enfermedades causadas por microorganismos patdogenos, como C. albicans, S.
aureus y E. faecalis, sin embargo, algunos han perdido su eficacia debido a la
resistencia adquirida de las cepas, lo cual ha aumentado el interés por soluciones
de origen natural®®.

El Staphylococcus aureus es conocido por producir infecciones nosocomiales, es
una bacteria Gram positiva de caracter aerobio endémica de la piel y mucosas*4
causa infecciones en piel, tejidos blandos, vias respiratorias, articulaciones y
produce trastornos endovasculares. Para su tratamiento se utilizan antibiéticos
como la meticilina, vancomicina y penicilinas**, aunque también se ha hecho
popular el uso de azitromicina (Figura 2), un antibiético perteneciente al grupo de
los macrélidos -linconsamida- estreptograminas (MLS); el cual posee un
mecanismo de accidn que se centra en la inhibicion de la sintesis de proteinas por
unién a la subunidad 50S del ribosoma?2.

Figura 2 Estructura de la azitromicina, derivada de eritromicina®
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Asimismo, las bacterias Gram positivas como el Enterococcus faecalis, se
organizan en pares o cadenas cortas y son endémicas de la flora gastrointestinal
de animales y humanos, también se encuentra en el tracto urinario femenino; su
crecimiento se da en presencia de NaCl al 6.5% y tolera temperaturas entre de 10
a 45°C*8, Para su tratamiento se utilizan cefalosporinas, clindamicina, lincomicina
y aminoglucésidos 47-52,

Las cefalosporinas son medicamentos betalactamicos, al igual que la ampicilina,
cuyo mecanismo se refleja en la inhibicion de la sintesis de peptidoglucano,
iniciando los procesos de lisis y muerte bacteriana®®>4, Las cefalosporinas poseen
similitud con las penicilinas, pero con un espectro mayor debido a su estabilidad
frente a p-lactamasas bacterianas y su nucleo activo de acido 7-
aminocefaloporanico como se muestra en la Figura 353.5.

Figura 3 Estructura de &cido 7-aminocefalosporanico (A), acido 6-
aminopenicilanico (B)%, ampicilina (C) 4°
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La Candida albicans es una levadura anaerobia formadora de colonias. Es
endémica de la cavidad oral, tubo digestivo, vagina y medio ambiente, se
desarrolla a 25°C como hongo y a 37°C como levadura. Se encuentra relacionada
con la estomatitis por prétesis removibles y agrava la glositis media romboidal,
ademas, de ser la causante de la candidiasis®’-%9,
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Los medicamentos mas comunes empleados para combatirla son los azoles,
como el itraconazol (Figura 4), los cuales, afectan la membrana celular, inhibiendo
la enzima nosterol 14-a demetilasa en el citocromo P-450-3-A de los hongos,
impidiendo la conversion de lanosterol a ergosterol, con lo cual se pierde la
integridad de la membrana flngica?!.60-62,

Figura 4 Estructura del itraconazol (A) y fluconazol (B)*°
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5. MARCO DE ANTECEDENTES

El uso de compuestos de origen natural, ha sido tradicional desde los inicios de la
medicina; en la actualidad, estas sustancias han tenido nuevamente una fuerte
acogida debido a la resistencia adquirida de los microorganismos y los efectos
secundarios debido al uso de medicamentos sintéticos convencionales. Por estos
motivos, el empleo de compuestos derivados naturales se ha considerado como
alternativa viable en el tratamiento de enfermedades infecciosas como la
candidiasis, realizando estudios de sus actividad biologicas, como es el caso de la
investigacion del potencial de los AEs24:63,

Con el fin de establecer la importancia de las investigaciones relacionadas con la
actividad, se realizé una consulta empleando la siguiente ecuacion de busqueda
en la base de datos de Scopus (TITLE-ABS-KEY ("antimicrobial
activity”) AND DOCTYPE (ar) AND PUBYEAR > 1999); donde se obtuvieron
65530 resultados en el periodo 2000-2016 (a la fecha -25 de Febrero-). En la
Figura 5 se puede apreciar la dindmica cientifica medida por el niumero de
articulos distribuidas por afo.

Figura 5 Distribucion de numero de publicaciones por afio relacionadas con
actividad antimicrobiana durante el periodo 2000 a 2016.
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En la Figura 5 se evidencian aspectos como la tendencia creciente, el afio de
mayor numero de publicaciones es el afio 2014 con 7541 articulos, y se observa
como en el presente afio ya se superan las 859 publicaciones.

En cuanto a la relacion entre la actividad antimicrobiana y los aceites esenciales,
se estructurd la siguiente ecuacion de busqueda (TITLE-ABS-KEY (“antimicrobial
activity”) AND TITLE-ABS-KEY (“essential oil*”)) AND DOCTYPE (ar) AND
PUBYEAR > 1999), obteniendo como resultado 4086 articulos publicados.

En la Figura 6, se observa una tendencia creciente en el estudio de la relacion de
la actividad antimicrobiana con los aceites esenciales. El 2014 fue el afio de mayor
actividad con 550 publicaciones. En lo corrido del afio se han publicado 73
articulos, lo que muestra la relevancia que tiene este tema en la actualidad.

Figura 6 Distribucion de numero de publicaciones por afio relacionadas con
actividad antimicrobiana y aceites esenciales de acuerdo con la ecuacion de
bldsqueda propuesta.
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Nantitanon y colaboradores (2007) estudiaron el AE de Hyptis suaveolens
obtenido por hidrodestilacién, y examinaron sus propiedades antioxidantes y
antimicrobianas. La actividad antimicrobiana se evalué por los métodos de difusion
y dilucién. Los resultados muestran que el potencial antifingico es mas fuerte que
el antibacteriano. Su actividad inhibitoria del crecimiento de hongos fue
dependiente de la dosis con un valor de MIC de 1: 640. También se observo una
disminucién de la actividad cuando el aceite se almacena a altas temperaturas (>
40°C)54,

Andrade et. al (2013) estudiaron la composicion quimica de Pelargonium
Odoratissimum y determinaron su actividad antimicrobiana frente a los hongos
Aspergillus flavus LMC 1816, Aspergillus carbonarius LMC 1815 y Aspergillus
parasiticus LMC 817 y las bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25 992. El AE se aisl6 por destilacion usando un equipo
tipo Clevenger, se realizd la identificacion de sus constituyentes y se cuantificaron
mediante GC/MS y andlisis de GC-FID. Para los ensayos in vitro se trabajoé con un
disefio completamente al azar. Las concentraciones de AE variaron de 0,1 a 2
pL.mL-1 (en DMSO) para hongos y de 1 a 500 yL.mL-1 para bacterias. El AE de
las hojas de P. odoratissimum provee metileugenol (96,80%). Se observé una
inhibicion del 100% de crecimiento en hongos y exhibié un efecto pequefio sobre
las bacterias a las concentraciones ensayadas®®.

Juarez y sus colaboradores (2010) estudiaron la composicidbn quimica y la
actividad antibacteriana del aceite esencial de Citrus sinensis, obtenido por el
método de hidrodestilacion con arrastre de vapor, la composicion quimica se
determiné por CG-MS vy la actividad antibacteriana se realiz6 por el método de
difusiébn en agar, uno de los microorganismos en estudio fue S. aureus. Los
resultados obtenidos fueron: componentes mayoritarios limoneno, b-linalol vy
decanal y el halo inhibitorio fue de 25mm?®S,

Guerra et. al (2014) estudiaron la actividad antimicrobiana de la corteza de C.
sinensis frente a los microorganismos Gram-negativas (E. coli ATCC 35218,
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853), y Gram-positivos (S. aureus ATCC 25923,
Listeria monocytogenes ATCC 19115) usando el método de difusion en disco de
Bauer-Kirby; emplearon concentraciones de aceite diluido en etanol: 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%. Los resultados mostraron que las cepas Gram-
positivas fueron 100% resistentes al aceite puro y las Gram-negativas mostraron
sensibilidad al 10%.Finalmente, procedieron a determinar la MIC de los patogenos
sensibles por el método de dilucién en caldo a concentraciones inferiores (5, 6, 7,
8 y 9%) a las obtenidas por el método Bauer-Kirbyra. La MIC para la P. aeruginosa
y E. coli fueron 9 y 10%, respectivamente®’.
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Shahzad et. al (2009) estudiaron la actividad antibacteriana, antifUngica y
antioxidante del AE de Citrus reticulata, extraido por destilacion con arrastre de
vapor. La actividad antimicrobiana fue ensayada por el método de difusion en
disco, empleando las bacterias S. aureus, Bacillus subtilis, E.coli, Salmonella
typhimurium, Enterobacter aerogenes y los hongos Aspergillus niger, Flavis
Aspergillus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus ficuum, Fusarium Saloni. Los
resultados mostraron que la zona maxima de inhibicion para E. coli y S.
typhimurium fue de 25mm, seguido de A. niger con 19,6 mm. La zona de minima
inhibicion fue para F. solani con 9mm. Las zonas de inhibicion, medida después de
48 horas y 96 horas, mostraron que es activo contra todas las bacterias y los
hongos ensayados®®.

Hasimi y colaboradores (2014) investigaron los componentes, actividad
antimicrobiana y propiedades antioxidantes del AE extraido de las semillas de
Pimpinella anisum L. y Cuminum cyminum L. Determinaron los componentes por
CG/EM vy obtuvieron que los compuestos principales del anis fueron trans-anetol
(52,94%), seguido de iso-anetol (13,89%), Oxido de cariofileno (8,55%) y
cariofileno (29,4%); los componentes principales del aceite esencial de comino
fueron B-pineno (15,77%), a-terpineno (15: 52%), 1-fenil-1-butanol (15: 13%),
aldehido cuminico (12,74%). La actividad antimicrobiana fue determinada por el
método de difusion en disco frente a E. coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC
19615 y la levadura Candida albicans ATCC10231. El aceite esencial de anis
mostré una débil actividad antimicrobiana. EI AE de comino mostré una fuerte
actividad antimicrobiana frente a C. albicans con un 22 £ 0,9 mm de diametro de la
zona de inhibicién. P. aeruginosa mostro resistencia a los aceites esenciales®®.

Bersan et. al (2014) estudiaron la actividad antimicrobiana de 20 plantas
aromaticas y medicinales de Brasil pertenecientes a las familias Verbenaceae,
Astaraceae, Poaceae, Lamiaceae y Cyperaceae sobre los agentes patdogenos
Candida albicans, Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis, empleando el
método de microdilucién en placa. Como resultado se obtuvo que la MIC varia
entre valores de 0.007 a 1.00 mg/mL, la planta que presentd mejores resultados
inhibitorios fue la Cyperus articulatus de la familia Cyperaceae con 63.96% frente
a S. sanguis.”

Ahman et. al (2015) estudiaron la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Cymbopogon citratus y su combinacioén sinérgica con el ibn Ag+. Determinaron la
composicion quimica de seis AE de diferentes especies de Cymbopogon mediante
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el método de CG/EM y como resultado confirmaron la presencia de nerol, geraniol
geranial como los principales compuestos volatiles. La actividad aantimicrobiana a
probaron frente a bacterias Gram-positivas (S. aureus y E. faecalis), Gram-
negativas (E. coli y Moraxella catarrhalis) y las levaduras (C. albicans y C.
tropicalis). La naturaleza de las interacciones potenciales la determinaron
mediante indices de concentracion inhibitoria fraccional (FICIs) calculado a partir
de los ensayos de microdilucién y curvas de letalidad. La MIC del AE y Ag + contra
todos los patdgenos probados varié de 0,032 mg/ml a 1 mg/ml y 0,004 y 0,064
mg/ml respectivamente, pero al ensayar en combinacion los valores FICI se
redujeron a un rango entre 0,258 y 2,186, lo que indica sinergia. La mejor
interaccioén fue entre C. flexuosus y Ag + frente a C. albicans con XFIC = 0,25471.

Khalil et. al (2011) estudiaron el aceite esencial de Salvia officinalis L. analizando
plantas colectadas a distintas alturas; se analizaron sus componentes por CG/EM
y observaron que las etapas de desarrollo y los factores ecoldgicos tuvieron
impacto sobre la composicion del AE, aun asi, los principales componentes fueron
1,8-cineol, alcanfor, borneol, a-pineno, B-pineno, canfeno, B-mirceno y cariofileno
con variacion en los porcentajes de acuerdo a la altitud de colecta. La actividad
antibacteriana fue probada frente a S. aureus y Streptococcus del grupo D, donde
se presentd inhibicion de estos microorganismos tras diez minutos con una
concentracion de 20l/ml de AE. El efecto inhibidor frente a Candida albicans fue
total y definitiva dentro de un minimo de tiempo a la misma concentracion. Sin
embargo, el aceite esencial mostré un efecto bacteriostatico temporal en E. coli,
Salmonella typhi, asi como Pseudomonas aeruginosa. En comparacion con los
antibidticos mas conocidos, la eficiencia del AE de S. officinalis fue mucho mejor,
especialmente contra bacterias resistentes a los antibiéticos2.

Mota et. al (2015) estudiaron la composicién quimica y la actividad antimicrobiana
del AE obtenido por hidrodestilacién (rendimiento entre 1,1 y 2,9%) de los frutos
de Foeniculum vulgare. La composicion fue establecida por CG/FID y CG/EM, los
principales compuestos fueron fenchone (16,9 - 34,7%), estragol (2,5 - 66.0%) y
trans-anetol (7,9 - 77,7%). La actividad antifingica de los aceites esenciales la
evaluaron frente a seis hongos: Aspergillus niger, A. japonicus, A. oryzae,
Fusarium oxysporum, oryzae Rhizophus y R. stolonifer. La actividad antibacteriana
se evalud contra tres cepas Gram-positivas: E. faecalis ATCC 29212, ATCC 12228
S. epidermidis y S. aureus ATCC 28213; y en contra de seis cepas Gram-
negativos: E. coli ATCC 25922; Morganella morganii GRS 08; Proteus mirabilis
GRS 04; Salmonella enteritidis GRS 05; S. Typhimurium entiritidis serovar GRS 06
y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 por el método de difusién en agar disco;
determinaron la MIC utilizando el método de caldo de macro-dilucién. Los valores
MIC variaron de 62,5 (E. coli ATCC 25922) a 2000 pg/ml (P. aeruginosa ATCC
27853)73.
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Haddouchi et. al (2013) investigaron los efectos antibacterianos y antifingicos de
los AEs de cuatro plantas, Ruta angustifolia, Ruta chalepensis, Ruta graveolens y
Ruta tuberculata, frente a cepas bacterianas y flngicas estandar. Los compuestos
quimicos de los aceites fueron examinados por GC/EM. Los resultados revelaron
una potente actividad antifingica contra hongos filamentosos. Aspergillus
fumigatus y Cladosporium herbarum fueron las cepas mas sensibles con valores
de MIC inferior a 3,5 yml-1 para ciertos aceites, alcanzando el 7,8 yml-1 para la
otra’,

Al-Deen et. al (2015) estudiaron el AE extraido de hojas frescas de Aloysia
citriodora y analizaron su composicion por CG/EM y obtuvieron que los
componentes principales eran citral (geranial y neral), limoneno, B-cariofileno,
limoneno, germacreno D, Ar-curcumeno, y-elemene, 1,8-cineol, cedreno y oxido
de B-cariofileno. La actividad antimicrobiana del AE la estudiaron por el método de
difusién en disco obteniendo que E. coli es mas sensible que los S. aureus y S.
typhimurium, y determinaron que la actividad antimicrobiana se debia al citral,
presentandose variaciones de acuerdo al porcentaje del mismo que dependi6 de
las fechas de colecta’®.
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental para la determinacion de la actividad antimicrobiana de
los aceites esenciales frente a Candida albicans, Enterococcus faecalis y
Staphylococcus aureus, se realiz6 en varias etapas, las cuales se describen a
continuacion:

6.1. OBTENCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Para la obtencién de los aceites esenciales se emple6 material fresco proveniente
de las plazas de mercado de la ciudad de Bucaramanga de las siguientes plantas:
Salvia officianlis, Citrus sinensis, Pimpinella anisum, Aloysia citriodora,
Pelargonium odoratissimum, Ruta graveolens, Hyptis suaveolens, Citrus reticulata,
Foeniculum vulgare y Cymbopogon citratus.

En el caso de Salvia officinalis, Aloysia citridora, Pelargonium odoratissimum, Ruta
graveolens, Hyptis suaveolens, Foeniculum vulgare y Cymbopogon citratus se
utilizé toda la planta, es decir, hoja, tallos y flores, en caso de tenerlas; de Citrus
sinensis y Citrus reticulata se utilizé la ciscara de la fruta y de Pimpinella anisum
se uso la semilla. El material vegetal empleado se presenta en la Figura 7.

Fuente: Autores.
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El aceite esencial de estas plantas se obtuvo mediante hidrodestilacion asistida
por microondas en tiempos de extraccion de 30 minutos, con tres repeticiones e
intervalos de 15 minutos; se empled un equipo de destilacion tipo clevenger unido
a una trampa Dean-Stark, acoplado a un horno microondas marca LG (potencia
800W y 2.5 GHz).

En la Figura 8 se observa el montaje para la hidrodestilacion asistida por
microondas; al lado izquierdo se observa la parte externa del equipo con el horno
microondas y la adaptacion con el Dean-Stark; y a la derecha se aprecia el equipo
en su interior con el balon y el adaptador.

Figura 8 Equipo de hidrodestilacion asistida por microondas (disponible en el
Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Quimica Ambiental, U. Santo
Tomas, Bucaraman%;gl.

\

Fuente: Autores.

Se realizaron réplicas de extraccién para cada planta hasta obtener los volimenes
necesarios de aceites esenciales para los ensayos (aproximadamente 2mL). El
rendimiento de extraccidén para cada AE se calcul6 de acuerdo con la Ecuacion 1.

Ecuacién 1. Ecuacion para el calculo del rendimiento

.. ramos de AE obtenido
Rendimiento = < : x 100
gramos de biomasa
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6.2. CARACTERIZACION DE LOS ACEITES ESENCIALES POR
CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS.

Los aceites esenciales de las plantas bajo estudio se analizaron en un
cromatdgrafo de gases Trace 1310 acoplado a un detector selectivo de masas I1ISQ
(Thermo Fisher Scientific, Inc.), con inyector split/splitless (relacion split 1:20) y
columna Rxi®-1MS (30m x 0.25 mm D.l. x 0.50 um d.f., Restek Co., Bellefonte)
con fase estacionaria 100% dimetil-polisiloxano.

La rampa de calentamiento utilizada en el horno cromatografico fue: 50°C (5 min)
a 2°C/min hasta 150°C (10 min) y a 3°C/min hasta 250°C (5 min). Los espectros
de masas se obtuvieron por ionizacion electronica (El, 70 eV) en un analizador
masico cuadrupolar con rango de masas m/z 40-350, en el modo de barrido
completo de radiofrecuencia (full scan). Las temperaturas de la fuente de iones y
linea de transferencia fueron 230°C y 250°C, respectivamente. Los datos
cromatograficos y espectroscépicos se procesaron con el software Thermo
XcaliburTM (Version 2.2 SP1.48, Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Los indices de retencion fueron obtenidos usando los datos de hidrocarburos
alifaticos saturados entre C7- Css. La identificacion de los metabolitos secundarios
fue realizada por comparacion de los espectros de masas con las bases de datos
NIST11, NISt Retention Index y Wiley9 y por comparacion de los indices de
retencion reportados en la literatura’®.

6.3. COMPUESTOS DE REFERENCIA EMPLEADOS EN LA
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Con el fin de determinar el grado de efectividad de la actividad antimicrobiana de
los aceites esenciales propuestos para este estudio, se emplearon compuestos de
referencia disponibles comercialmente como la ampicilina, vancomicina, fluconazol
e itraconazol y para los cuales fue necesario realizar una etapa previa de
purificacion (exceptuando ampicilina y vancomicina puesto que no se pueden
purificar en condiciones normales de laboratorio), se utilizaron los reactivos etanol
absoluto (Casa comercial: Merk; 99,9% de pureza) y acetona (Casa comercial:
Burdick&Jackson; 99,97% de pureza) grado analitico. Los medicamentos
utilizados fueron ampicilina, fluconazol e itraconazol.
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Fluconazol: se empled el medicamento de nombre comercial Batén Bussié® de
dos cépsulas (150mg c/u). Para su purificacion se vertio el contenido de las dos
capsulas en un vaso de precipitado, al cual se le afiadieron 60mL de etanol y se
calenté a 60°C con agitacion constante por 15 minutos. Posteriormente, se realizé
el proceso de filtrado por gravedad con papel filtro cualitativo. Posteriormente se
rotoevaporo y se afiadieron 25mL de acetona, luego se rotoevapord nuevamente.
Finalmente, se guardo lo obtenido en un vial eppendorf.

Itraconazol: se empled el medicamento de nombre comercial Itrol Suiphar® y se
maceraron seis capsulas de 100mg c/u. El contenido se maceré y posteriormente
se disolvio en 30mL de acetona, dejando en reposo por 24h. Finalmente, se filtrd
por gravedad con papel filtro cualitativo y se rotoevaporé hasta obtener un
precipitado blanco en las paredes del balon. El precipitado se pas6 a un vial
eppendorf y se almaceno.

Respecto a la ampicilina y vancomicina se trabajaron sin purificar puesto que la
reactividad de sus estructuras impide su purificacidn en condiciones normales de
laboratorio, estos compuestos se pulverizaron y almacenaron en viales eppendorf
y se protegieron de la luz.

Se determind el punto de fusién de fluconazol e itraconazol por triplicado y se
realiz6 espectroscopia infrarroja (IR Shimadzu, modelo IRA Affinity-1 con
transformada de Fourier) donde se reportaron las bandas de absorcion
expresadas en cm. Las longitudes de onda de los compuestos purificados son de
Fluconazol: 210nm; Itraconazol: 264nm7":"8,

6.4. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ACEITES
ESENCIALES

La determinacion de la actividad antimicrobiana para cada uno de los aceites
esenciales sobre los microorganismos de estudio (Candida albicans, Enterococcus
faecalis y Staphylococcus aureus), se llevd a cabo segun lo estipulado en la
Clinical and Laboratory Standards Institute M27-A3 (NCCLS)™ y en el protocolo
del Laboratorio de Investigacién y Ciencias Basicas.
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Se prepararon las soluciones stock con las concentraciones para cada aceite, para
ello, en viales eppendorf se adicionaron los AEs y 1ml de DMSO al 99%;
seguidamente se agitd en vortex, posteriormente se tomo una alicuota y se diluy6
en caldo de cultivo Miller- Hinton; se realizaron dos diluciones seriadas de 1:5
para una concentracion maxima del 4% de DMSO en el primer pozo, la cual no es
toxica para los microorganismos.

Para los medicamentos de referencia, se prepard una solucién acuosa del stock
de fluconazol a una concentracion inicial de 1280 pg/ml. La solucion stock de
itraconazol se preparé a una concentracion inicial de 1600ug/ml en DMSO.
Posteriormente, se siguié el procedimiento establecido en la CLSI M27-A37° para
el estudio de la sensibilidad a los antifungicos. En la Tabla 1 se presentan los
rangos de concentracion para los compuestos evaluados.

Tabla 1. Rango de concentracion de compuestos de referencia y aceites
esenciales evaluados.

Compuestos Concentracion  Concentracion
inicial (ug/ml) final (ug/ml)
Fluconazol 64 0,12
Itraconazol 16 0.03
Vancomicina 512 0,25
Ampicilina 64 0,03
Mandarina (C. reticulata) 20,08 0,0097
Anis (P. anisum) 20,01 0,0097
Naranja (C. sinensis) 20,01 0,0097
Hinojo (F. vulgare) 20 0,0097
Limonaria (C. citratus) 20,008 0,0097
Salvia (S. officinalis) 20,018 0,0097
Menta (H. suaveolens) 12,016 0,0058
Ruda (R. graveolens) 12,058 0,0058
Cidrén (A. citriodora) 10 0,0048
Geranio (P. odoratissimum) 12 0,0058

Fuente: Autores
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Para el in6culo se utilizaron cultivos de 24 horas de las cepas ATCC 29212 (E.
faecalis), ATCC 25923 (S. aureus) sembrados en agar enterococcocel (BD),
nutritivo (Scharlau) y sangre (Scharlau); y la cepa ATCC 60193 (C. albicans) en
agar Sabourand (Oxoi) y nutritivo; todos incubados a 37°C.

Las siembras fueron realizadas en placas de Elisa de 96 pozos utilizando caldo
Muller-Hinton (Dibico) para las bacterias y RPMI 1640+Tampon MOPS (Sigma-
Aldrich) para la levadura. Las placas fueron incubadas a 37°C por 24h y estuvieron
cubiertas para evitar la contaminacion cruzada en la incubadora, en la Figura 9 se
presenta el disefio de la placa, donde las muestras 1 y 2 corresponden a los
aceites esenciales (dos aceites por placa, sembrados por triplicado); el control
positivo contiene caldo de cultivo y el microorganismo de control y el control
negativo contiene solo caldo de cultivo.

Figura 9 Arriba.Disefio de siembra en placa de Elisa de 96 pozos. Abajo der.
Wellwash™ microplate washer. Abajo 1zq. Multiskan™ FC microplate Photometer
(disponible en el Laboratorio de Investigacion y Ciencias Basicas, U. Santo
Tomas, Bucaramanga).

Muestra 1

s -

Control
positivo
> Control
negativo

o )fa

N

Fuente: Autores.
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La siembra de los aceites esenciales se realizé con micropipeta, tomando 100ul de
la solucion madre que se afiadié en el primer pozo y luego se tomaron 50ul de
este y se realizaron diluciones seriadas hasta el pozo 12. Las concentraciones
iniciales y finales de los AEs se presentan en la Tabla 1.

Después de 24 horas y 36 horas (Solo para C. albicans) de incubacion se procedio
a la lectura de las placas; para determinar la MIC se realizé lectura visual con una
lampara de luz visible y espectrofotométrica empleando el equipo de Elisa
(ThermoFisher scientific, Multiskan™ FC Microplate Photometer) a una longitud de
onda de 406, 440 y 530nm para E. faecalis, S. aureus y C. albicans
respectivamente con tres repeticiones de lectura, se empled el software Thermo
Scientific™ Skanit Software 3.1 Research Edition for Multiskan FC que viene junto
al equipo de Elisa. Para la CBM y CFM se realizaron siembras en medio nutritivo,
agar sangre, agar sabourand y enterococcosel y se realiz6 la determinacion a las
24h siguientes, verificando que no hubiese contaminacion.

La siembra en las cajas de Petri para determinar la CBM y CFM se realiz6
seleccionando diferentes pozos de las placas de Elisa de forma que fueran minimo
cuatro siembras por aceite; asi, se seleccionaron los pozos en donde visualmente
no hubo crecimiento y pozos aledafios a este. Pasadas las 24h de incubacion de
las cajas de Petri, se observd si hubo crecimiento o no en las concentraciones
elegidas.

Para la determinacion de Clso y Cloo se utilizo el software XLfit version 5.4.0.8
(Copyright © 2006-2014 ID Business Solutions Limited), el cual emplea los datos
obtenidos del software de Elisa para calcular los valores aproximados que
corresponden a porcentajes de inhibicibn de cada compuesto; asimismo, el XLfit
calcula los valores de Clso y Cloo permitiendo conocer los porcentajes de inhibicion
aproximados segun la turbidez de los pozos de Elisa.
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7. RESULTADOS

A continuaciébn se presentan los resultados obtenidos en el proceso de
investigacion para la determinacion de la actividad antimicrobiana de diez aceites
esenciales frente Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Candida
albicans y los cuatro compuestos de referencia (ampicilina, vancomicina,
fluconazol e itraconazol).

7.1. OBTENCION ACEITES ESENCIALES

De la obtencion de los aceites esenciales realizada mediante hidrodestilacion
asistida por microondas, se obtuvieron los rendimientos experimentales que se
presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de rendimientos en la obtencibn de aceite esenciales
mediante el método de hidrodestilacion asistida por microondas.

Material vegetal Caodigo herbario % rendimiento de
extraccion experimental
Céascaras de mandarina (C. N.A. 0,85
reticulata)
Semillas de anis (P. anisum) N.A. 0,78
Céscaras de naranja (C. N.A. 0,63
sinensis)
Hinojo (F. vulgare) 16194 0,59
Limonaria (C. citratus) 16190 0,45
Salvia (S. officinalis) 16191 0,31
Menta (H. suaveolens) 16195 0,30
Ruda (R. graveolens) 16192 0,28
Cidrén (A. citriodora) 16189 0,22
Geranio (P. odoratissimum) 16193 0,08

Fuente: Autores

Los rendimientos obtenidos fueron comparados con los registrados en literatura
con meétodos similares y se encontr6 que fueron buenos, presentando una
variacion considerable en el hinojo puesto que los estudios revisados trabajaron
con el bulbo y no la parte derea como se hizo en este trabajo.
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7.2. CARACTERIZAC[ON DE LOS ACEITES ESENCIALES POR
CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS.

Se obtuvieron las corrientes idnicas totales reconstruidas de los aceites esenciales
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, y se
obtuvo que los principales componentes mayoritarios presentes en las muestras
de acuerdo con los porcentajes de areas relativas son: limoneno 89,4% (C.
sinensis), trans anetol 70,3%- 85,7% (F. vulgare y P. anisum), ledol 53% (S.
officinalis), geranial 39,8% (C. citratus), 2-nonanona 35,3% y 2-undecadona 34,8%
presentes en R. graveolens y citronelol 24,7% (P. odoratissimum). Un resumen de
los componentes identificados en los aceites estudiados se presentan
acontinuacion en la Tabla 3.

Tabla 3. Compuestos mayoritarios presentes en los aceites esenciales bajo
estudio.

Compuesto Tiempo de % area Aceite esencial
retencién (min.) relativa
Limoneno 21,10 89,40 C. sinensis
Trans anetol 38,13 70,39 F. vulgare,
Trans anetol 38,14 85,70 P. anisum
Ledol 58,63 53,00 S. officinalis
Geranial 36,97 39,80 C. citratus
2-nonanona 24,88 35,30 R. graveolens
2-undecanona 31,13 34,80 R. graveolens
Neral 34,93 30,90 C. citratus
Citronelol 34,79 24,70 P. odoratissimum
1-Cadinol 61,16 19,90 S. officinalis
Formiato de 37,94 12,50 P. odoratissimum
citronelilo

Fuente: Autores

Los respectivos perfiles cromatogréaficos de los aceites esenciales estudiados se
presentan en el Anexo A.
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7.3. COMPUESTOS DE REFERENCIA EMPLEADOS EN LA
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Se purificacion los compuestos de referencia itraconazol y fluconazol, empleados
para la determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
frente a S. aureus, C. albicans y E. faecalis. La vancomicina y ampicilina no fueron
purificados como se menciona en la metodologia (Compuestos de referencia).

El rendimiento en el proceso de purificacion para el fluconazol fue del 74%, en
tanto que para el itraconazol fue del 70% debido a las pérdidas que se dan al
recuperar los compuesto del balén. Para establecer el grado de pureza de los
compuestos se obtuvieron los espectros infrarrojos los cuales se presentan en las
Figura 10 y Figura 11.

Los resultados de IR presentan similitud respecto a lo reportado en literatura; asi,
el andlisis del espectro del fluconazol en la Figura 10 reporta la tension de los
enlaces aromaticos C-H gque se encuentran entre los 3000 y 3100 cm™!; se observa
la banda de tensién C=N entre los 1660 cm™ como también la tension C-F a 1413
cm? y la C-H alifatica cercana a los 2900 cm, valores comparables con los
presentados en la patente del medicamento®.
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Figura 10 Espectro IR de fluconazol (IR Shimadzu, modelo IRA Affinity-1 con

transformada de Fourier)
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Figura 11 Espectro IR de itraconazol (IR Shimadzu, modelo IRA Affinity-1 con

transformada de Fourier)
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En cuanto al andlisis del espectro quimico del itraconazol se presenta en la Figura
11 la tension de los enlaces C=C aromaticos entre 1510 y 1379 cm™ y C-Cl a 1064
cml; los C-H alifaticos entre los 2800 y 2960 cm, C=0 a 1697 cmt, C=N entre
1550 y 1580 cm?; y finalmente, la banda de los enlaces C-O y C-N entre los 1228,
1184 y 1139 cm™. Estos valores fueron comparados con los registrados por
Abdulalah Al-Bard y Hussein El Subbagh?®.

6.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ACEITES
ESENCIALES.

La determinacion de la CMI se realiz6 promediando los resultados de los
triplicados de las placas de Elisa como se presenta en la Ecuacion 2.

Ecuacion 2. Para el célculo de promedios

_ CMI, + CMI, + CMI,
X =
3

En la Tabla 4 se presentan los resultados de la MIC y la CBM de cada uno de los
aceites frente S. aureus y E. faecalis, y de MIC y CFM para C. albicans, los
resultados se presentan en pug/mil.
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Tabla 4. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

Posible Staphylococcus Enterococcus Candida albicans
antimicrobiano aureus faecalis
MIC CBM MIC CBM MIC CFM
(Mg/ml) (Mg/ml)  (ug/ml)  (pg/ml) (Mg/ml) (Hg/ml)
Pelargonium >12002,0 >12002,0 >12002,0 >12002,0 >12002,0 >12002,0
odoratissimum
Aloysia 7500,0 7500,0 >10000,0 =>10000,0 >15625,0 >15625,0
citriodora
Hyptis >12016,0 >12016,0 >12016,0 >12016,0 >12016,0 >12016,0
suaveolens
Ruta >12058,0 >12058,0 >12058,0 >12058,0 >12058,0 >12058,0
graveolens
Cymbopogon 11671,0 15006,0 >20008,0 >20008,0 15006,0 10004,0
citratus
Foeniculum >20000,0 >20000,0 =>20000,0 =>20000,0 =>20000,0 =>20000,0
vulgare
Salvia >20018,0 >20018,0 >20018,0 >20018,0 >20018,0 >20018,0
officinalis
Pimpinella >20010,0 >20010,0 >20010,0 =>20010,0 =>20010,0 >20010,0
anisum
Citrus >20080,0 >20080,0 >20080,0 =>20080,0 >20080,0 >20080,0
reticulata
Citrus sinensis >20010,0 >20010,0 >20010,0 >20010,0 15007,0 12506,0
Vancomicina 13,5 26,7 8 16 NA NA
Ampicilina 0,3 0,5 0,5 >64 NA NA
Fluconazol NA NA NA NA >16 >16
ltraconazol NA NA NA NA >64 >64

*NA: No Aplica, es decir, que no se realizaron pruebas de ese compuesto frente a

esas bacterias o levadura.
Fuente: Autores.

Los resultados que presentan el signo de mayor que (>) se deben a que los
valores correspondientes a la CMI, CBM y CFM son concentraciones que superan

las estudiadas en este trabajo.
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En la Tabla 5 y Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos para la determinacion de la concentracidn inhibitoria
del 50% de las colonias bacterianas (Clso) y del 90% (Cloo), para cada uno de los aceites y compuestos de referencia
estudiados.

Tabla 5. Clso y Clgo presentada por los aceites esenciales (ug/ml)

Microorganismo/  CI Enterococcus faecalis  Staphylococcus aureus Candida albicans
Aceite esencial Promedio Desv. Promedio Desv. Promedio  Desv. Estan.
Estan. Estan.
Pelargonium Clso 11,845 0,154 12,000 0 7,903 3,681
odoratissimum  Clg, 12,000 0 12,000 0 10,562 1,439
Aloysa citriodora  Clso 8,088 1,510 4,067 1,181 11,732 3,892
Clgo 10,000 0 6,845 2,231 15,625 0
Hyptis suaveolens Cl s 9,921 2,094 12,016 0 12,012 0
Clgo 10,009 2,006 12,016 0 12,002 0
Cymbopogon Clso 11,531 2,588 3,918 2,600 10,359 3,481
citratus Clgo 17,646 2,361 17,693 3,273 12,812 3,794
Foeniculum Clso 16,217 3,782 20,000 0 15,977 4,022
vulgare Clgo 20,000 0 20,000 0 20,000 0
Lepechinia Clso 20,018 0 18,764 1,237 20,018 0
schideana Cleo 20,018 0 20,018 0 20,018 0
Pimpinella anisum Cl s 14,994 3,989 20,01 0 18,545 9,145
Clgo 20,014 0,004 20,01 0 20,001 0
Citrus reticulata Clso 19,650 0,367 20,008 0 20,08 0
Clgo 20,049 0,031 20,008 0 20.080 0
Citrus sinensis Clso 20,014 0,004 13,355 0,008 8,957 4,751
Clgo 20,014 0,004 20,01 0 10,106 5,427
Ruta graveolens Clso 7,109 4,948 12,058 0 6,328 5,677
Clgo 7,063 4,994 12,058 0 6,371 5,634
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Tabla 6. Clso y Clgo presentada por los compuestos de referencia (pug/ml)

Microorganism  CI Enterococcus faecalis Staphylococcus aureus Candida albicans
o/Compuesto Promedio Desv. Promedio Desv. Estan. Promedio Desv.
Estan. Estan.
Vancomicina  Clso 6,747 3,756 7,976 6,021 NA NA
Cloo 7,104 3,325 20,830 12,848 NA NA
Ampicilina Cl s0 0,278 0,027 0,059 0,025 NA NA
Clao 1,243 1,025 0,116 0,015 NA NA
Itraconazol Clso NA NA NA NA 0,655 0,207
Cloo NA NA NA NA 0,728 0,177
Fluconazol Cl so NA NA NA NA 6,003 6,002
Clao NA NA NA NA 3,266 2,733

Fuente: Autores

En los resultados donde no aplica (NA) en la Tabla 7 se debe a que los compuestos de referencia no aplican para
todos los microorganismos, siendo itraconazol y fluconazol exclusivos para las pruebas con Candida albicans. En
ambas tablas se puede apreciar los valores aproximados de las concentraciones necesarias para inhibir el 50% vy el
90% de las colonias para cada aceite y compuesto. La desviacidon estandar se calcul6 utiizando la ecuacion que se
muestra en la Ecuacion 3.

Ecuacién 3. Ecuacién para el calculo de la desviacion estandar.

§2 = Z?=1(xi - )"()2

n—1
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En la Tabla 7 se presentan los resultados correspondientes a la MIC y Clso con
cada uno de los microorganismos. Con estos datos se determiné la actividad de
los aceites evaluados frente a cada patdgeno de la siguiente manera: se considero
activo si se inhibi6 totalmente el crecimiento en las cajas Petri y en la lectura visual
de las placas de Elisa; parcialmente activo si la MIC mostré inhibicion, pero el XLfit
presentd un Clso inferior al 50%, o viceversa; y se consider6 inactivo cuando se
presentd crecimiento en las cajas de Petri y los valores del Clso no presentaron
inhibicién. A continuacion se pone “Si” cuando se presentd inhibicion y “No”
cuando hubo crecimiento.

Tabla 7. Determinacion de la actividad antimicrobiana de cada AE

Aceite esencial Staphylococcus Enterococcus Candida albicans
aureus faecalis
MIC ICs0 MIC ICs0 MIC ICs0
Pelargonium No No No Si No Si
odoratissimum
Aloysia citriodora Si Si No Si No Si
Hyptis suaveolens No No No Si No No
Cymbopogon Si Si No Si Si Si
citratus
Foeniculum vulgare No No No Si No Si
Salvia officinalis No Si No No No No
Pimpinella anisum No No No Si No Si
Citrus reticulata No No No Si No No
Citrus sinensis No Si No No Si Si
Ruta graveolens No No No Si No Si

Fuente: Autores
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7. DISCUSION Y ANALISIS

7.4. ACEITES ESENCIALES

La extraccidbn de aceites esenciales se puede llevar a cabo por diferentes
métodos. En este trabajo se usO la hidrodestilacién asistida por microondas
(EARMO) junto con material vegetal en estado fresco, en la Tabla 2 de resultados
se presentaron los rendimientos experimentales de extraccion de cada uno de
estos aceites.

El rendimiento de la obtencion de AEs se ve afectado por métodos de obtencion,
las condiciones geobotanicas, el estado y cantidad de material vegetal empleado y
la parte de la planta (hojas, tallo, raiz, florez, bulbo, fruto).

Los resultados obtenidos de los cromatogramas evidenciaron la presencia de
componentes mayoritarios como el limoneno 89,4% (C. sinensis), trans anetol
70,3%- 85,7% (F. vulgare y P. anisum), ledol 53% (S. officinalis) y geranial 39,8%
(C. citratus).

7.5. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
estudiados se realizaron pruebas de CMI y CBM como se describié en la
metodologia.

En la Tabla 4 se presenté como los AEs de Aloysia citriodora y Cymbopogon
citratus mostraron actividad antimicrobiana frente S. aureus, presentando una
CMly CBM de 7500 pg/ml, y una CMI dell1671 pug/ml y CBM de 15006 pg/ml
respectivamente; asi como estos dos aceites presentaron actividad antimicrobiana
frente a este microorganismo, el aceite esencial que resulté tener menor actividad
fue Citrus reticulata con una MIC y CBM > 20080 pg/ml, seguido por los aceites de
Salvia officinalis, Pimpinella anisum, Citrus sinensis y Foeniculum vulgare. En el
caso de E. faecalis los aceites esenciales no presentaron actividad
antimicrobiana.
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El aceite esencial de C. citratus presentd la mayor actividad antimicrobiana frente
a C. albicans con una MIC de 15006 pg/mly una CFM de 10004 pg/ml seguido del
AE de C. sinensis con una MIC de 15007 pug/mly CFM 12506 pg/ml; el aceite que
presentd menor actividad fue el de C. reticulata con un valor >20080 pg/ml.

En el estudio se observo que de los diez AEs trabajados solo C. citratus presento
actividad frente S. aureus y C. albicans; pero ningun otro aceite presento6 actividad
relevante frente a mas de uno de los microorganismos problema.

La vancomicina frente S. aureus presenté una MIC de 13,500 pg/ml y una CBM
de 26,660 pug/ml, la ampicilina tuvo una MIC de 0,3437 ug/ml y CBM de 0,5000
pg/ml y con E. faecalis la MIC fue de 8,000 pg/ml y CBM 16,000 pg/ml con
vancomicina y con ampicilina MIC de 0,5000 pg/ml y CBM >64,000 pg/ml. En la
Tablas 5y 6 se encuentran los de la Clso y la Cloo para cada uno de los aceites y
compuestos de referencia dando como resultando lo siguiente.

En el caso de Staphylococcus aureus el aceite que presenté una mejor Clso es el
de Cymbopogon citratus con un valor de 3918,1 ug/ml, seguido por el aceite de
Aloysia citriodora con una Clso de 4067,6 pg/ml, otros aceites que presentaron Clso
fueron los de Citrus sinensis con 13355 pg/ml y Salvia officinalis con 18764 pg/ml.

En el caso de la Clgo solo los aceites de Cymbopogon citratus y Aloysia citridora la
presentaron con 17693 pug/ml y 6845,0 pg/ml respectivamente, finalmente el aceite
gue resultd menos activo frente a este microorganismo fue el de Citrus reticulata
cuya concentracion estudiada fue de 20080 pg/mly no presentd Clso ni Cloo.

Con Enterococcus faecalis ocho de los diez aceites presentaron Clso, sin embargo
los cuatro que presentaron una mayor actividad fueron Ruta graveolens, Aloysia
citriodora, Hyptis suaveolens y Cymbopogon citratus con valores de 7109,0 pg/ml,
8088,1 pg/ml, 9921,7 ug/ml y 11531 pg/ml respectivamente, los que mostraron
Clgo fueron Hyptis suaveolens y Cymbopogon citratus; los aceites que exhibieron
menor actividad fueron Salvia officinalis y Citrus sinensis.
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Finalmente con Candida albicans los aceites que presentaron una mayor actividad
con respecto al Clso fueron Ruta graveolens con 6328,2 pg/ml, Pelargonium
odoratissimum 7903,0 pg/ml, Citrus sinensis 8957,3 pg/ml y 10359 pg/ml con
Cymbopogon citratus, aquellos que presentaron una menor actividad fueron los
aceites de Hyptis suaveolens, Salvia officinalis y Citrus reticulata. En el caso de la
Cloo los aceites que la presentaron fueron los de Pelargonium odoratissimum,
Cymbopogon citratus y Citrus sinensis.

Haciendo una comparacion de las Clso de los aceites con respecto a los
compuestos de referencia se tiene que las concentraciones de aquellos aceites
gue presentaron esta inhibicién del 50% de las colonias son superiores a la de los
compuestos de referencia que presentan Clso de 7,9768 pg/ml y 0,0591 pg/ml con
vancomicina y ampicilina respectivamente con S. aureus, con E. faecalis la
vancomicina presento una Clso de 6,7472 pg/ml y la ampicilina de 0,2784 pg/ml,
en el caso de la C. albicans los Csio de los compuestos de referencia fueron
0,6550 pg/ml con itraconazol y 6,0031 pg/ml con fluconazol; como se observa
estos valores son menores que los presentados por los aceites. Lo mismo se
evidencia con Clgo en los tres microorganismos.

Los aceites que presentaron Clso con los tres microorganismos fueron Aloysia
citriodora y Cymbopogon citratus; con E. faecalis y C. albicans fueron P.
odoratissimum, Foeniculum vulgare y Pimpinella anisum; y con S. aureus y C.
albicans fue C. sinensis, en el caso de Clgo el Unico aceite que presenta actividad
con los tres microorganismos fue el de Cymbopogon citratus.

Teniendo en cuenta los datos reportados en la Tabla 7 se determiné la actividad
de cada uno de los aceites, obteniendo que frente S. aureus los aceites de Aloysia
citriodora y Cymbopogon citratus son activos, los aceites de Salvia officinalis y
Citrus sinensis son parcialmente activos y los seis aceites restantes no son
activos. Con E. faecalis los aceites de Pelargonium odoratissimum, Aloysia
citriodora, Hyptis suaveolens, Cymbopogon citratus, Foeniculum vulgare,
Pimpinella anisum, Citrus reticulata y Ruta graveolens son parcialmente activos,
mientras que Salvia officinalis y Citrus sinensis no son activos.
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Finalmente con C. albicans los aceites que fueron activos son: Cymbopogon
citratus y Citrus sinensis, los aceites parcialmente activos fueron los de
Pelargonium odoratissimum, Aloysia citriodora, Foeniculum vulgare, Pimpinella
anisum y Ruta graveolens, y aquellos que no son activos fueron Hyptis
suaveolens, Salvia officinalis y Citrus reticulata.
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8. CONSIDERACIONES ETICAS

Se siguieron los parametros establecidos por la resolucién 8430 de 1993, segun el
titulo 1V, capitulo | de la investigacion con microorganismos patégenos o material
bioldgico que pueda contenerlos.

Se recibid la capacitacion necesaria para el desarrollo de este trabajo; se baso en
protocolos de microbiologia y normas de bioseguridad para evitar la contaminacion
cruzada,; se realizaron estudios cuidadosos de los microorganismos, determinando
el grupo de riesgo al que pertenecen y las medidas de contingencia para
trabajarlos.

Adicionalmente, se conté con el apoyo de personal especializado en el area de
microbiologia, que se encarg6 de supervisar todo el proceso y verificar los medios
de disposicion final.
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9. CONCLUSIONES

Se obtuvieron los AEs en estado fresco mediante el método de
hidrodestilacion asistida por microondas. Las plantas con mayor
rendimiento fueron C. reticulata, P. anisumy C. sinensis.

Los componentes mayoritarios identificados en los aceites que presentaron
actividad antimicrobiana de acuerdo con el porcentaje de area relativa,
fueron: limoneno 89,4% (C. sinensis), geranial 39,8% y neral 30,90% (C.
citratus) y A. citriodora con geranial(21,83%), neral (17,45%) y limoneno
(11,3%).

Los AEs de A. citriodora y C. citratus mostraron actividad antimicrobiana
frente S. aureus; mientras que C. citratus y C. sinensis presentaron
actividad frente a C. albicans y para el microorganismo E. faecalis los
aceites no presentaron inhibicion.

Realizando una comparacion entre los aceites esenciales que presentaron
actividad antimicrobiana se determino el orden de efectividad de estos
segun su concentracion como A. citriodora > C. citratus > C. sinensis.

La actividad antimicrobiana se ha relacionado con la estructura de los
componentes de los aceites esenciales, asi, en el trabajo se pudo observar
gue los AEs que contienen neral, geranial y limoneno (aquellos con reporte
antimicrobiano) fueron los que presentaron inhibicion.

El método de microdilucién en placa presenta ventajas a nivel técnico al no
emplear una alta cantidad de reactivos y muestras, y la disminucion de la
manipulacion y tiempo de analisis comparada con el método de
macrodilucion.
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ANEXOS

Anexo A Cromatogramas de aceites esenciales.

A continuacidén, se presentan los cromatogramas de los aceites esenciales
estudiados y el porcentaje de area de sus compuestos mayoritarios.

3
o Pimpinella anisum

No. | tr(min) | Compuesto | %Area

10 1 20,94 Limoneno 2,8
65 2 31,94 Estragol 4,4
3 38,14 | trans-Anetol | 85,7

% Abundancia relativa
o
S

N

: . L.
LI O B O O O O B |
35 40 50 55 60 65 70 75

45
Tiempo de retencion (minutos)

7 Citrus sinensis

& No. tr, min | Compuesto %Area
60 1 21,1 Limoneno 89,4
55 2 18,4 Mirceno 2,9

% Abundancia relativa

T Tt 4rr——r—r—r—r—r—frrr—rr 7T T T T T T r T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 T0 75

Tiempo de retencion {minutos)
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ikl o Bz nckanca

Pelargonium odoratissimum

No Compuesto tR, min | %Area
1 Citronelol 34,79 24,7
2 Geraniol 36,36 2,9
3 Formiato de citronelilo 37,94 12,5
4 Formiato de geranilo 39,5 3.7
g Aristoleno 49,25 9.8
& Germacreno D 51,44 4.8
7 Tigliato de geranilo 66,37 4,8

RT: 566 - 90 29
00

[T

" M IL Bl Jh
LV SR I R L B

Time [min}

5

Ruta graveolens

MNo Compuesto tR, YeArea
min

1 2-Monanona 24,88 | 35,3

2 Geijereno 29,05 7.1

3 2-Decanona 31,96 2,9

4 2-Undecanona 39,13 | 34,8

5 Derivado de safrol 73,47 4,2
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100

0 Cymbopogon citratus

co _ No Compuesto | tR, min | %Area
: 1 1 Mirceno 18,41 7,9

Neral 34,93 30,9

3 Geranial 36,97 39,8

Relative Abundance
&
1
[

Time {min}
100

2

Salvia officinalis

No Compuesto tR, | %Area
min
y-Cadineno 53,37 3,9
Ledol 58,63 | 53,0 4
1,10-di-epi-Cubenol | 59,41 6,2
T-Cadinol 61,16 | 19,9

Relatve  Abiidaice
5 n

BlWIN]E

)
pe b bl b b b b bbb b bbb b b b b o |

" A all Iy
LI N N B B B I O O O I B I N O O O B B B
10 15 o = 30 35 @ 4 50 55 60 65 T 7S

Time (min)
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Relative Abundance
o oo

3 Foeniculum vulgare

_ No Compuesto tR, min %Area
1 a-Pineno 14,64 6,0

— 2 Limoneno 20,93 9,1
E 3 Fenchona 24,1 4,5
3 4 Estragol 31,94 7,0
5 trans-Anetol 38,13 | 703
2

1 4

3
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